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摘要: 本研究利用 10对微卫星标记对菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)人工选育群体与野生群体进行遗传多样

性分析。结果表明 , 每个位点的等位基因数为 3~12 个 , 期望杂合度范围为 0.307~0.757, 观测杂合度范围

0.208~0.583。等位基因丰富度 AR的大小范围是 3.0~10.7, PCR 扩增产物片段大小在 178~390 bp, 共得到 63个等

位基因, 平均等位基因数范围从 4.4(白蛤)到 5.1(龙王塘野生群体), 野生群体等位基因丰富度最大(5.278), 白蛤

群体的等位基因丰富度最小(4.267)。哈迪–温伯格检验发现 4个群体和 10对微卫星的 40个组合中, 有 21个组合

显著偏离哈迪–温伯格平衡状态。Kruskal-Wallis检验表明各个群体间的平均等位基因丰富度无显著差异。4个群体

遗传分化系数 Fst在 0.086~0.180, 遗传分化最大的是白斑马蛤群体与龙王塘野生群体(Fst=0.180), 遗传分化最小的

是白蛤群体和海洋橙群体(Fst=0.086)。人工选育群体表现为中度分化水平(Fst: 0.086~0.113); 龙王塘野生群体与人

工选育群体表现为较大分化水平(Fst: 0.134~0.180)。结果表明, 人工选育群体的遗传多样性仍然比较高, 但连续的

选育对群体的遗传多样性和遗传分化有一定程度的影响。 
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菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)隶属软

体动物门、帘蛤目、帘蛤科、蛤仔属, 我国是菲

律宾蛤仔养殖大国。世界近 300 万 t 蛤仔年产量

主要来自中国大陆近海的养殖, 大约占中国贝类

产量的 30%, 占海水养殖总产量的 20%, 占世界菲

律宾蛤仔总产量的 90%以上[1]。近年来, 课题组先

后通过定向选育和杂交获得了菲律宾蛤仔的壳色

选育系和杂交系(两道红、海洋红、珍珠白、斑马

蛤、黑斑马、红斑马、白斑马)[1–3], 通过家系育种

获得了高产抗逆的海洋橙[4]。近些年来, 无论是国

内还是国外对菲律宾蛤仔的研究都越来越多, 其研

究主要集中在养殖生态学 [5]、增养殖技术 [6]、病

理学 [7]、基因克隆 [8]及分子标记辅助育种 [9–10]等

方面。 

微卫星标记具有共显性遗传特性、数量多、

分布广泛而均匀、多态性丰富、杂合度高、通用

性好、扩增反应所需模板量少、结果稳定、检测

方便等优点[11]。微卫星标记在遗传育种中的应用

包括用于监控不同的育种方法产生的遗传变异 , 

调查野生和养殖种群的遗传分化, 评估和确定养

殖种群的亲缘关系。因此, 微卫星标记在群体遗

传学、亲缘关系鉴定、遗传多样性分析等方面应用

十分广泛[12–14]。针对菲律宾蛤仔群体遗传多样性的

报道, 国外学者利用微卫星标记分析了韩国及意大

利地中海菲律宾蛤仔群体的遗传多样性[15–17]。国内

Xing 等[18]利用 10 对微卫星标记分析了 4 个菲律
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宾蛤仔野生群体和 2 个养殖群体的遗传多样性。

Nie等[19]利用 12对微卫星标记对辽宁沿海 8个菲

律宾蛤仔野生群体进行了遗传结构分析。目前关

于贝类人工选育群体遗传多样性的分析已有不少

报道, 例如, 王学颖等[20]对马氏珠母贝(Pinctada 

martensii)金黄壳色系和基础群体遗传结构进行

比较, 王庆志等[21]对长牡蛎(Crassostrea gigas)人

工选育群体进行了微卫星分析, 而菲律宾蛤仔人

工选育群体与野生群体的遗传多样性分析还未见

报道。本研究通过微卫星标记对不同壳色蛤仔品

系与野生蛤仔的遗传多样性及遗传分化状况加以

分析, 查明不同壳色品系蛤仔的遗传多样性水平

与遗传分化程度, 以期为蛤仔不同壳色品系选育

工作提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料与 DNA提取 

本研究采用的蛤仔样品为辽宁省贝类良种繁

育工程技术研究中心多年人工选育的不同壳色品

系材料, 海洋橙品系是本课题组采用家系与群体

选育技术, 经过 5 代优选, 培育出的壳色稳定遗

传, 生长、抗逆性状优良的蛤仔。取闭壳肌、足

加无水乙醇固定。DNA提取采用酚/氯仿法。 

1.2  PCR扩增与聚丙烯凝胶电泳 

微卫星是通过菲律宾蛤仔转录组序列开发的

SSR引物, 序列信息见表 1, 引物由上海生工生物

工程技术有限公司合成。PCR反应体系 10 µL: 包

括 0.2 mmol/L dNTP, 1×PCR buffer, 1 µmol/L的正

反引物, 0.25 U Taq DNA 聚合酶(大连宝生物公

司), 1.5 mmol/L MgCl2和 100 ng模板 DNA。PCR

反应条件为 94℃预变性 3 min; 94℃变性 1 min, 

退火温度 1 min, 72℃延伸 1 min, 进行 35个循环; 

最后 72℃延伸 5 min。扩增产物于 8%聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离, 银染显色[19]。 

1.3  数据统计与整理 

遗传多样性的参数计算包括等位基因数(NA)、

等位基因丰富度(AR)、基因多样性(GD)、观测杂合

度(Ho)、期望杂合度(He)和近交系数(FIS)等。其 

 
表 1  菲律宾蛤仔 10 个微卫星引物序列和退火温度 

Tab. 1  Characteristics of the 20 polymorphic microsatellite loci from Ruditapes philippinarum 

位点 locus 退火温度/℃annealing temperature 核心序列 repeat motif sequence 引物序列(5′–3′) primer sequence(5′–3′) 

RpT142 60 (TA)5 F: CAATGGTGCTCAGAGGTCAG 

   R: CAAGAGCTGTCGGTAGGAT 

RpT178 48 (AAT)5 F: GAATGTCCCGTTTCTATG 

   R: CAACAATCTAAGCCTCGT 

RpT190 50 (AT)5 F: CGGTTGATAGGCTAATGC 

   R: TTGCTGTTTGTGGGTTGT 

RpT206 60 (AT)5 F: TACCAACGCTCCTACAACTGAT 

   R: TCCCATTCACTTTCCAGCA 

RpT214 52 (TG)5 F: GGTAGCGTGACTCTTGGAT 

   R: TGCCCTGTGAACTGTTTCT 

RpT223 58 (AT)5 F: GTCAGGGACTTGGTCTTTCT 

   R: TCTTTAGCAACGGGATAGC 

RpT228 56 (AT)5 F: AGTCTCGCTTTGACAGGA 

   R: CCCAAGAAGGGAGTTTATG 

RpT238 60 (CAAA)4 F: RCGCCTTCTGTGCTTTGATT 

   R: TGCGGCTGTGCGAAATAG 

RpT241 58 (AT)5 F: CAGGACTGGACCAAAGTG 

   R: AAGGCACCATAATATGTCAG 

RpT242 48 (TC)5 F: CGCCTATTGCTGGATGTT 

   R: TGGAGGAAGACCGATTGAC 
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中 NA、Ho、He由MSAnalyser软件进行计算[22], AR、

FIS 通过 FSTAT 2.9.3 进行计算 [23]。然后通过

SPSS19.0 的 Kruskal-Wallis 检验来检验各群体间

的 AR是否存在差异
[24]。哈迪–温伯格平衡检验及群

体间各群体的遗传分化系数(Fst)通过 Genepop4.0

软件[25]进行计算。 

2  结果与分析 

2.1  遗传多样性 

10 对微卫星引物在 4 个群体中的 PCR 扩增共

得到 63 个等位基因, 等位基因数量为 3~12 个, 期

望杂合度为 0.307~0.757, 观测杂合度为 0.208~ 

0.583。等位基因丰度是 3.0~10.7, PCR扩增产物片

段大小在 178~390 bp(表 2)。其中, 野生群体的平均

等位基因数最多, 为 5.1; 等位基因丰度最大, 为

5.278。白蛤群体等位基因丰度最小, 为 4.267。

Kruskal-Wallis检验表明各个群体间的平均AR差异

性不显著(df = 3, P = 0.412)。平均He最大的是白蛤群

体(0.641), 平均He最小的是白斑马群体(0.578)。平均

Ho最大的是海洋橙群体(0.412), 平均 Ho最小的是龙

王塘群体(0.335)。哈迪–温伯格平衡检验结果显示, 在

40 个群体–位点组合中有21个群体–位点组合显著偏

离哈迪–温伯格平衡状态(P<0.01), 在 4个群体中都没

有出现偏离的位点有 RpT241和 RpT242。在 4个群

体中偏离哈迪–温伯格平衡相对最少的是养殖白斑

马群体, 仅在微卫星引物 RpT142、RpT190、RpT206

中显著偏离。另外 3个群体则都有 5对微卫星引物

显著偏离哈迪–温伯格平衡。 

 
表 2  菲律宾蛤仔 4 个群体在 10 个微卫星位点上的多样性指数 

Tab. 2  Genetic diversity indexes of four Ruditapes philippinarum populations 

群体 population 微卫星位点 
locus 白斑马 white zebra 白蛤 white 海洋橙 orange 龙王塘 longwangtang 

合计 
total 

RpT142      

NA 5 6 5 5 8 

AR 5.842  4.000  5.000  6.971  6.680  

GD 0.510  0.516  0.496  0.795   

S 344−380 344−390 344−380 340−370 340−390 

He 0.529  0.506  0.545  0.579  0.540  

Ho 0.270  0.184  0.167  0.417  0.259  

FIS 0.639  0.528  0.608  0.476   

P  0.0001*   0.0000*   0.0000*   0.0004*   

RpT178      

NA 5 5 6 4 6 

AR 4.995  5.000  5.946  3.998 5.812  

GD 0.706  0.739  0.746  0.616  

S 320−360 320−360 320−370 330−370 320−370 

He 0.735  0.704  0.741  0.609  0.697  

Ho 0.486  0.526  0.378  0.108  0.375  

FIS 0.254  0.342  0.493  0.824   

P  0.0016*   0.0273   0.0000*   0.0000*   

RpT190      

NA 4 4 4 5 6 

AR 4.000  3.842  4.000  4.946  5.978  

GD 0.724  0.525  0.754  0.771   

S 240−266 244−266 240−260 244−270 240−270 

He 0.520  0.716  0.749  0.763  0.687  

(待续 to be continued) 
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(续表 2 Tab.2 continued) 

群体 population 微卫星位点 
locus 白斑马 white zebra 白蛤 white 海洋橙 orange 龙王塘 longwangtang 

合计 
total 

Ho 0.132  0.132  0.405  0.162  0.208  

FIS 0.818  0.749  0.462  0.790   

P  0.0000*   0.0000*   0.0000*   0.0000*   

RpT206      

NA 4 4 3 4 4 

AR 3.995  4.000  3.000  4.000  4.000  

GD 0.518  0.757  0.463  0.665   

S 190−196 190−196 192−196 190−196 190−196 

He 0.750  0.515  0.459  0.659  0.596  

Ho 0.278  0.237  0.162  0.211  0.222  

FIS 0.543  0.633  0.650  0.683   

P 0.0000*  0.0000*  0.0000*  0.0000*   

RpT214      

NA 6 6 4 10 10 

AR 5.994  5.916  4.000  9.944  8.474  

GD 0.713  0.633  0.721  0.788   

S 292−340 284−330 284−330 276−340 276−340 

He 0.631  0.709  0.720  0.785  0.711  

Ho 0.474  0.447  0.639  0.595  0.539  

FIS 0.372  0.251  0.114  0.245   

P  0.0346   0.0218   0.3684   0.0020*   

RpT223      

NA 7 5 6 5 12 

AR 5.000  6.994  6.000  4.998  10.744  

GD 0.735  0.812  0.820  0.670   

S 320−374 336−374 320−358 380−398 320−398 

He 0.811  0.734  0.815  0.668  0.757  

Ho 0.711  0.649  0.459  0.514  0.583  

FIS 0.118  0.125  0.440  0.234   

P 0.1533  0.0786  0.0000*  0.0574   

RpT228      

NA 4 5 6 6 6 

AR 5.000  4.000  5.999  5.998  5.795  

GD 0.773  0.749  0.786  0.734   

S 180−186 180−190 180−192 180−192 180−192 

He 0.742  0.763  0.782  0.726  0.753  

Ho 0.278  0.054  0.526  0.162  0.255  

FIS 0.930  0.629  0.330  0.779   

P  0.0000*   0.0000*   0.0111   0.0000*   

RpT238      

NA 4 6 5 6 8 

AR 6.000  4.000  4.921  5.920  7.830  

(待续 to be continued) 
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(续表 2 Tab.2 continued) 

群体 population 微卫星位点 
locus 白斑马 white zebra 白蛤 white 海洋橙 orange 龙王塘 longwangtang 

合计 
total 

GD 0.764  0.426  0.634  0.553   

S 240−282 240−290 230−270 220−290 220−290 

He 0.427  0.759  0.635  0.553  0.594  

Ho 0.459  0.459  0.763  0.605  0.572  

FIS 0.398  –0.077  –0.204  –0.095   

P  0.3108   0.0000*   0.7961   0.3970   

RpT241      

NA 3 3 5 4 5 

AR 3.000  2.921  4.946  4.000  4.390  

GD 0.353  0.422  0.483  0.401   

S 188–198 178–196 178–198 178–196 178–196 

He 0.424  0.354  0.481  0.402  0.415  

Ho 0.579  0.421  0.378  0.421  0.450  

FIS –0.194  –0.372  0.216  –0.049   

P  1.0000   1.0000   0.0335   0.5306   

RpT242      

NA 2 3 2 2 3 

AR 3.000  2.000  2.000  2.000  3.000  

GD 0.653  0.211  0.216  0.147   

S 278−284 278−284 278−284 278−284 278−284 

He 0.212  0.651  0.217  0.147  0.307  

Ho 0.237  0.528  0.243  0.158  0.291  

FIS 0.191  –0.121  –0.125  –0.072   

P  1.0000   0.0984   1.0000   1.0000   

平均 mean      

NA 4.400  4.700  4.600  5.100   

AR 4.683  4.267  4.581  5.278   

GD 0.645  0.579  0.612  0.614   

He 0.578  0.641  0.614  0.589   

Ho 0.390  0.364  0.412  0.335   

FIS 0.407  0.269  0.298  0.382    

注: NA为等位基因数, AR为等位基因丰度, GD为基因多样性, He为期望杂合度, Ho为观测杂合度, FIS为近交系数, *表示经邦弗朗尼校正

后偏离哈迪–温伯格平衡(P<0.05). 

Note: NA, number of allels; AR, allelic richness; GD, gene diversity; He, the expected heterozygosity; Ho, the observed hetrozygosity; FIS, inbreeding 
coefficient. * Indicates significant departure from Hardy-Weinberg equilibrium after Bonferroni correction(P<0.05). 

 

2.2  遗传分化 

4 个群体间不同位点的遗传分化系数 Fst值为

0.086~0.180(表 3), 遗传分化最大的是白斑马群体

与龙王塘野生群体, 遗传分化最小的是白蛤群体

和海洋橙群体。所有群体总的 Fst为 0.128, 说明 4

个群体的变异中约有 12.8%是由不同群体间的基

因差异产生的。4个群体相互间的 Nei氏遗传距离

在 0.206~0.355 (表 3)。白蛤群体和海洋橙群体遗

传距离最近, 而遗传距离最远的是龙王塘野生群

体和白斑马群体。4 个群体 FIS为 0.269~0.407, 除

了 RpT238 和 RpT242 在白蛤、海洋橙和龙王塘群

体, 以及 RpT241在白斑马、白蛤和龙王塘群体 FIS

较低外, 其余 FIS都较高。  

依据计算得到Nei氏遗传距离, 利用UPGMA 
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表 3  菲律宾蛤仔 4 个群体遗传相似性系数(Fst 对角线下方)和 Nei 氏遗传距离(对角线上方) 
Tab. 3  Pairwise Fst (under diagonal) and Nei’s unbiased genetic distances (above diagonal) of Ruditapes philippinarum 

群体 population 白斑马 white zebra 白蛤 white 海洋橙 orange 龙王塘 longwangtang 

白斑马 white zebra 0 0.212 0.231 0.355 

白蛤 white 0.098 0 0.206 0.330 

海洋橙 orange 0.113 0.086 0 0.243 

龙王塘 longwangtang 0.180 0.154 0.134 0 

 
法构建进化树(图 1)。野生龙王塘群体独立为一支; 

养殖白蛤群体与养殖海洋橙群体最先汇成一支 , 

再与养殖白斑马群体汇为一支。结果表明, Nei氏

遗传距离和 Fst的结果相同。 

3  讨论 

遗传多样性是选择育种的基础, 因此对人工

选育群体进行遗传多样性的监测十分必要, 人工

选育过程中遗传多样性降低在许多水产动物中已

有报道[26–28]。本研究微卫星分析结果显示, 在群

体水平上期望杂合度是 0.578~0.641, 观测杂合度

是 0.335~0.412, 说明 4个群体的多态性水平较高, 

但 He与 Ho的变化范围低于 Yasuda等[29]对日本群

体的报道。每个位点的等位基因数为 3~12个, 平

均等位基因数为 4.4~5.1; 平均等位基因丰度为

4.27~5.24, 表示 4个群体的多态性水平为中等水平, 

其中龙王塘野生群体平均 NA和 AR最高, 表明人工

选育群体的多态性水平比龙王塘野生群体相对较

低。研究结果表明, 人工选育群体的遗传多样性比

野生群体有一定程度的下降, 但仍处于较高水平, 

人工选育群体与养殖群体遗传多样性差异不大, 在

其他海洋贝类中也有类似报道[30–31]。 

 

 
 

图 1  根据 Nei氏遗传距离用 UPGMA法构建的菲律宾蛤仔 4个群体的进化树 

Fig. 1  UPGMA dendrogram of four Ruditapes philippinarum populations based on Nei’s unbiased genetic distances 

 
遗传分化系数(Fst)是反映群体间遗传分化程

度的重要参数。王学颖等[20]对马氏珠母贝金黄壳

色系和基础群体遗传结构比较研究中得到的 Fst

值为 0.0031~0.1478。田野等[32]对泥蚶(Tegiccarca 

granosa)人工选育群体进行微卫星分析 , 得到 4

个群体中 12 个位点的 Fst值 0.0347~0.4549, 平均

值为 0.1930。一般认为, Fst值在 0~0.05, 群体间的

分化不显著; 在 0.05~0.15, 群体间为中等遗传分

化程度; 在 0.15~0.25, 群体间的分化程度较大。

本研究中, 4 个群体间不同位点的遗传分化系数

Fst值为 0.086~0.180, 平均值为 0.128。结果表明

有 12.8%的变异是由群体分化导致的, 而 87.2%

的变异来源于群体内, 人工选育的 3 种不同壳色

群体之间的 Fst 值在 0.05~0.15, 表现为中度分化

水平; 龙王塘野生群体与人工选育群体的 Fst值在

0.15~0.25, 表现为较大分化水平。群体间的遗传

变异程度处于中等水平。 

哈迪–温伯格检验结果表明 4 个群体都出现

了偏分离 , 其中偏离哈迪–温伯格平衡较多的微

卫星位点有 RpT142、RpT190和 RpT206, 且在所

有群体中都偏离, 可能是无效等位基因、基因分

型误差、取样量较少和近交等原因[33], 4个群体的
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观测杂合度和期望杂合度差异都较大, 所以推测

偏分离可能主要是无效等位基因引起的, 以前的

研究也发现菲律宾蛤仔微卫星普遍存在无效等位

基因现象[19], 在牡蛎等贝类中也有类似报道[34]。

FIS在 4 个群体中为正值的比例为 77.5%, 说明群

体内可能出现一定水平的近交现象, 造成不同程

度的杂合子缺失。另外, 无效等位基因、样本量

较小、性别比例失衡、稀有等位基因丢失等因素

也可能是杂合子缺失的原因[35]。本研究中, 除了

RpT238 和RpT242在白蛤、海洋橙和龙王塘群体, 

以及 RpT241在白斑马、白蛤和龙王塘群体 FIS较

低外, 其余 FIS都较高, 表明可能出现了非随机交

配现象。野生群体与人工选育群体相比遗传多样

性较高, 遗传信息丢失的现象却同样存在, 海区

的环境污染和过度捕捞等人为因素致使野生种群

的数量下降都有可能造成这种现象而引起遗传结

构的变化, 最终导致偏离哈迪–温伯格平衡。 

综上所述, 本研究对菲律宾蛤仔人工选育群

体与野生群体的遗传多样性进行了研究, 发现选

育群体的遗传多样性比野生群体有一定程度的下

降, 但选育群体的遗传多样性仍然比较高, 连续

的选育过程对群体的遗传多样性和遗传分化有一

定程度的影响。本研究结果对于后续的菲律宾蛤

仔的育种工作具有指导意义。 
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Analysis of genetic variability in selected lines and a wild population 
of Ruditapes philippinarum using microsatellite markers 
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Abstract: The Manila clam, Ruditapes philippinarum, which is widely distributed along the coasts of China, is an eco-
nomically important marine bivalve species in China’s aquaculture industry. The world production of this species was 
3.6 million metric tons in 2010. As a country, China accounts for the largest proportion (~90%) of the total global pro-
duction of Manila clams, producing about 3.0 million metric tons annually. This species includes several pedigree lines, 
such as White, Zebra, Liangdao Red, and Marine Red that are distributed in the coastal areas in North China. Microsa-
tellite markers are a powerful tool because of their high level of polymorphism, stability, and co-dominance. As a result, 
they are used widely in studies of genetic diversity and population differentiation. In this study, 10 microsatellite mark-
ers were analyzed in three selected lines and one wild population of Ruditapes philippinarum. The number of alleles per 
locus ranged from 3 to 12, and allelic richness range was 3.0–10.7. Among all SSR loci, the mean number of alleles 
breeding populations of white zebra strain was 4.4. Allelic richness was lowest in the breeding white clam population 
(4.267). The average number of alleles and allelic richness was highest in the wild population from Longwangtang 
(5.100 and 5.278, respectively). There was no difference in average allelic richness among all groups (Kruskal-Wallis 
test, df =3, P=0.412). Expected heterozygosity ranged from 0.307 to 0.757, and observed heterozygosity ranged from 
0.208 to 0.583. The 77.5% inbreeding coefficient (FIS) was positive, indicating that there is a certain level of inbreeding 
within populations, resulting in varying degrees of loss of heterozygosity. The Fst values between the three shell color 
strains of R. philippinarum were between 0.05 and 0.15, indicating a moderate level of differentiation. The Fst values for 
comparisons between the Longwangtang population and the three shell colored lines were 0.15−0.25, indicating a 
greater level of differentiation. Our results suggest that genetic variation has not been significantly affected by mass 
selection and there remains high genetic variability in the mass selection lines, suggesting that there is still potential for 
increased gains in future selective breeding programs. 
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